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LOx	
  Biosensor	
  Chip	
  

A	
  single	
  nanochip	
  contains	
  many	
  carbon	
  
nanofibers	
  in	
  which	
  each	
  of	
  one	
  behaves	
  as	
  
a	
  single	
  nanoelectrode,	
  presen0ng	
  faster	
  
0me	
  response	
  and	
  superior	
  sensi0vity	
  (5).	
  

•  CNF	
  electrode:	
  
ü  Highest	
  sensi0vity	
  
ü  Robust	
  	
  
ü  Real	
  size	
  biosensor	
  
ü  Protects	
  the	
  CNFs	
  	
  
ü  Durable	
  and	
  reusable	
  

Discussion	
  

• 	
   In	
   figure	
   1,	
   the	
   bare	
   electrode	
   voltammogram	
   shows	
   a	
   cathodic	
   and	
   anodic	
  
peak	
  which	
  correspond	
  to	
  a	
  reversible	
  behavior	
  of	
  the	
  electroac0ve	
  species	
  (K3Fe
(CN)6/K4FE(CN)6	
  in	
  solu0on.	
  AWer	
  24	
  hrs	
  of	
  4-­‐ATP	
  immobiliza0on,	
  the	
  redox	
  peak	
  
of	
   the	
   electroac0ve	
   species	
   diminishes	
   due	
   to	
   the	
   blocking	
   effect	
   of	
   the	
  
monolayer,	
  which	
  does	
  not	
  allow	
  the	
  species	
   in	
  solu0on	
  to	
  reach	
  the	
  electrode	
  
surface.	
   AWer	
   12	
   hrs	
   of	
   covalent	
   immobiliza0on	
   of	
   CNT	
   the	
   current	
   increased	
  
since	
  CNTs	
  help	
  the	
  electron	
  transport	
  of	
  the	
  electrospecies.	
  A	
  slight	
  decrease	
  in	
  
the	
  current	
  is	
  observed	
  aWer	
  LOx	
  immobiliza0on	
  since	
  is	
  blocking,	
  in	
  some	
  extent	
  
the	
   arriving	
   of	
   the	
   electroac0ve	
   species	
   to	
   the	
   electrode.	
   This	
   experiment	
  
suggests	
  that	
  the	
  biosensor	
  assembly	
  was	
  done	
  properly.	
  	
  

• 	
  XPS	
  experiments	
  (Figure	
  2-­‐4)	
  were	
  used	
  to	
  confirm	
  covalent	
  immobiliza0on	
  of	
  
the	
  protein	
  onto	
   the	
  CNT	
  electrode	
   thru	
   the	
  covalent	
  bond	
  between	
  the	
   linker	
  
Sulfo-­‐NHS/EDC	
  of	
  the	
  CNT	
  and	
  a	
  protein	
  amine.	
  The	
  linker	
  a]ached	
  to	
  the	
  CNT	
  
form	
  an	
  ester-­‐sulfite	
  leaving	
  group	
  that	
  can	
  be	
  monitored	
  by	
  XPS.	
  In	
  figure	
  2	
  and	
  
3,	
   each	
   line	
   in	
   the	
   spectra	
   correspond	
   to	
   the	
  XPS	
  analysis	
   in	
   each	
  of	
   the	
   steps	
  
(bare	
   electrode,	
   SAM,	
   CNT	
   and	
   protein	
   immobiliza0on)	
   of	
   the	
   biosensor	
  
construc0on.	
   The	
  pink	
   line	
   corresponding	
   to	
   the	
  EDC/Sulfo-­‐NHS	
   linker	
   shows	
  a	
  
peak	
   in	
  170	
  ev,	
  which	
  corresponds	
  to	
  the	
  presence	
  of	
  a	
  sulfite	
  (-­‐SO3

=)	
  from	
  the	
  
linker.	
   AWer	
   adding	
   the	
   protein	
   to	
   the	
   electrode	
   (blue	
   line),	
   the	
   peak	
  
corresponding	
   to	
   the	
   sulfur	
   group	
   disappears	
   indica0ng	
   that	
   the	
   CNT	
   forms	
   a	
  
covalent	
  bond	
  with	
  the	
  protein.	
  This	
  is	
  confirm	
  in	
  the	
  XPS	
  high	
  resolu0on	
  spectra	
  
in	
  figure	
  4.	
  

•  	
   	
   Figure	
   5	
   shows	
   the	
   amperometric	
   response	
   of	
   the	
   LOx	
   biosensor.	
   The	
  
biosensor	
   exhibit	
   a	
   fast	
   and	
   sensi0ve	
   response	
   to	
   changes	
   in	
   lactate	
  
concentra0on.	
   Figure	
   6	
   illustrate	
   the	
   calibra0on	
   curve	
   of	
   LOx	
   biosensor.	
   The	
  
current	
   increased	
   linearly	
   with	
   increased	
   in	
   the	
   lac0c	
   acid	
   concentra0on	
   and	
  
saturated	
  at	
  a	
   lactate	
  concentra0on	
  of	
  15	
  mM.	
   	
  The	
  calibra0on	
  curve	
  exhibit	
  a	
  
linear	
  response	
  in	
  the	
  range	
  from	
  3	
  mM	
  to	
  12	
  mM	
  with	
  a	
  sensi0vity	
  8.7±	
  0.2	
  nA/
mM.	
  The	
  detec0on	
  limit	
  is	
  	
  is	
  of	
  0.44	
  ±	
  0.01	
  mM.	
  

References	
  	
  

(1)	
  Cowan,	
  B.	
  N.,	
  et.	
  al.	
  (1984)	
  Anaesthesia	
  39,	
  750-­‐755.	
  

(2)	
  Bakker,	
  J.,	
  et.al.	
  (1996)	
  American	
  journal	
  of	
  surgery	
  171,	
  221-­‐226.	
  
(3)	
  Vernon,	
  C.,	
  et.	
  al.	
  (2010)	
  Cri5cal	
  Care	
  Clinics	
  26,	
  255-­‐.	
  
(4)	
  Fi]s,	
  R.	
  H.,	
  et.	
  al.	
  (2001)	
  The	
  Journal	
  of	
  experimental	
  biology	
  204,	
  3201-­‐3208.	
  
(5)	
  Koehne,	
  J.,	
  et	
  al.	
  (2003)	
  Nanotechnology,	
  14,	
  1239-­‐1245.	
  

	
  
	
  

	
  

	
  

Figure	
  6:	
  Calibra)on	
  curve	
  of	
  	
  the	
  biosensor	
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Acknowledgement	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  This	
  work	
  
was	
  supported	
  by	
  	
  NASA	
  Ames	
  Research	
  Center.	
  M.P.	
  was	
  supported	
  by	
  the	
  fellowship	
  from	
  NASA	
  Space	
  Grand	
  Consor0um	
  and	
  Harriet	
  
Jenkins	
  Post-­‐Doctoral	
  Fellowship	
  Program	
  (JPFP).	
  

Electrochemical	
  Characteriza)on	
  

Figure	
  1:	
  Cyclic	
  voltammogram	
  of	
  the	
  electrode	
  
Pt-­‐4ATP-­‐CNT-­‐Enz	
  in	
  1.0	
  mM	
  K3Fe(CN)6	
  /	
  K4Fe(CN)6	
  in	
  
PBS	
  at	
  pH	
  7.0.	
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Lactate	
  used	
  and	
  levels	
  
o  Lactate	
  is	
  a	
  metabolite	
  formed	
  from	
  oxida0on	
  of	
  pyruvate	
  in	
  muscles	
  and	
  liver	
  
o  The	
  normal	
  range	
  of	
  lactate	
  in	
  blood	
  is	
  0.5-­‐2.5	
  mM	
  (1)	
  

Elevate	
  lactate	
  concentra)on	
  can	
  indicate	
  (2)	
  
o  Mul0ple	
  organ	
  failure	
  (e.g.	
  liver,	
  kidney,	
  heart)	
  
o  Sep0c	
  shock	
  	
  
o  Contribute	
  to	
  lac0c	
  acidosis	
  in	
  0ssues	
  and	
  blood	
  

Lactate	
  biosensor	
  useful	
  (3)	
  
o  Diagnosis	
  and	
  treatment	
  of	
  medical	
  condi0ons	
  (e.g.	
  cys0c	
  fibrosis	
  ,	
  sep0c	
  

shock)	
  
o  Relevant	
  in	
  sport	
  medicine	
  for	
  es0ma0on	
  of	
  the	
  physiological	
  condi0on	
  of	
  

athletes	
  	
  	
  
The	
   goal	
   is	
   to	
   develop	
   an	
   enzyme-­‐based	
   biosensor	
   for	
   monitoring	
   lactate	
  
concentra0on	
  in	
  blood.	
  The	
  model	
  protein	
  for	
  this	
  sensor	
  is	
  lactate	
  oxidase	
  (LOx).	
  
	
  
This	
  biosensor	
  is	
  an	
  excellent	
  match	
  with	
  NASA	
  necessi6es	
  to	
  monitor	
  astronaut’s	
  
health	
   during	
   space	
  missions	
   since	
   astronauts’	
  muscles	
   and	
   bones	
   get	
  weakness	
  
due	
  to	
  gravity	
  reduc6on	
  (4).	
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Figure	
  3:	
  XPS	
  at	
  each	
  step	
  of	
  the	
  biosensor	
  
construc)on.	
  Zoom	
  in	
  the	
  sulfur	
  region	
  (250-­‐150	
  eV).	
  

Figure	
  4:	
  High	
  Resolu)on-­‐XPS	
  in	
  the	
  sulfur	
  
region.	
  (red	
  line:	
  sensor	
  with	
  linker,	
  	
  blue	
  line:	
  
sensor	
  with	
  protein)	
  

Figure	
  2:	
  XPS	
  at	
  each	
  step	
  of	
  the	
  biosensor	
  
construc)on.	
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IV.	
  	
  
A]ached	
  linker	
  	
  

to	
  CNTs	
  

2p	
  

Biosensor	
  Characteriza)on	
  

Group 2p line (eV) 
Sulfure (S) 164 

Cystein (-SH) 163.2 
Sulfite (-SO3=) 165.6-167 

Figure	
  5:	
  Amperometric	
  response	
  of	
  the	
  LOx	
  
biosensor	
  obtained	
  a`er	
  the	
  successive	
  addi)on	
  of	
  
100uL	
  of	
  0.1M	
  lactate	
  (0.65V	
  vs.	
  Ag/AgCl.)	
  


